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  :ﻣﻘﺪﻣﻪ
ﻫﺎي ﻣﺸﺘﺮك ﺑﻴﻦ اﻧﺴﺎن زﺧﻢ ﻳﻜﻲ از ﺑﻴﻤﺎري ﺳﻴﺎه
ﻫــﺎي و دام ﺑــﻮده و داراي ﭘﺘﺎﻧــﺴﻴﻞ اﺳــﺘﻔﺎده در ﺟﻨــﮓ 
 در اﻧﺴﺎن در ﻧﺘﻴﺠـﻪ زﺧﻢﺳﻴﺎهﺑﻴﻤﺎري . ﺑﺎﺷﺪﺑﻴﻮﻟﻮژﻳﻚ ﻣﻲ 
 ﻫــﺎيﺗﻤــﺎس ﻣ ــﺴﺘﻘﻴﻢ ﺑ ــﺎ ﺣﻴﻮاﻧ ــﺎت ﺑﻴﻤــﺎر و ﻳ ــﺎ ﻓ ــﺮآورده 
ﺑﻨـﺎﺑﺮاﻳﻦ . ﺷﻮداﻳﺠﺎد ﻣﻲ  ﻢﭘﺸ و ﻣﻮ ﭘﻮﺳﺖ،ﺎﻧﻨﺪ ﺣﻴﻮاﻧﺎت ﻣ 
ﺷﻨﺎﺳـﺎن، ﻛـﺸﺎورزان، ﻣﻴﻜـﺮوب داﻣـﺪاران، داﻣﭙﺰﺷـﻜﺎن،
ﻫـﺎ و ﻛـﺎرﮔﺮاﻧﻲ ﻛـﻪ در  ﻛـﺸﺘﺎرﮔﺎه ﭼﻮﭘﺎﻧـﺎن، ﻛـﺎرﮔﺮان
 ﻛﻨﻨﺪ ﺑﻴﺸﺘﺮ در ﻣﻌﺮض اﺑـﺘﻼء ﺻﻨﺎﻳﻊ ﭘﻮﺳﺖ و ﭘﺸﻢ ﻛﺎر ﻣﻲ 
 ﻪ ﺑ ـزﺧﻢﺳﻴﺎهدر ﺣﻴﻮاﻧﺎت ﻣﻴﻜﺮوب  .ﺑﻪ اﻳﻦ ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺴﺘﻨﺪ 
  ﻢ ﻣﻨﺘﻘﻞـــــﺎﻟﺳ ﻮر ﻣﺴﺘﻘﻴﻢ از ﺣﻴﻮان آﻟﻮده ﺑﻪ ﺣﻴﻮانــــﻃ
  
 ANDﻳﻚ ﻋﻼوه ﺑﺮ  ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ (.1 )ﺷﻮدﻧﻤﻲ
، داراي دو ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺰرگ  ﻣﮕﺎﺑﺎز 4/5ﺣﻠﻘﻮي ﺑﻪ اﻧﺪازه 
  ﺷـﺎﻣﻞ )2OXp و ( ﻫـﺎي ﺗﻮﻛـﺴﻴﻚﺷـﺎﻣﻞ ژن )1OXp
 ﻛﭙــﺴﻮل ﻋﺎﻣــﻞ .ﺑﺎﺷــﺪ ﻣــﻲ (ﻫــﺎي ﻣﻮﻟــﺪ ﻛﭙــﺴﻮل ژن
زاﻳﻲ ﺑﻮده و ﺑـﺎﻛﺘﺮي را در ﺑﺮاﺑـﺮ ﻛﻨﻨﺪه در ﺑﻴﻤﺎري ﺗﻌﻴﻴﻦ
ﺗﻮﻛـﺴﻴﻦ . ﻛﻨﺪوﻓﺎژﻫﺎي ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻣﺤﺎﻓﻈﺖ ﻣﻲ ﻫﺠﻮم ﻣﺎﻛﺮ 
 1OXp ﻳـﺎ 1ABPﻄﻪ ﻳـﻚ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺑـﻪ ﻧـﺎم ـــــﺑـﺎ واﺳ
 ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻳـﺎ ﻓـﺎﻛﺘﻮر ﻣﻮﻟـﺪ ادم 3ﺷـﻮد، ﻛـﻪ اﻳﺠـﺎد ﻣـﻲ
 ﻛﻨﻨـ ــﺪهژن ﻣﺤﺎﻓﻈـ ــﺖ، آﻧﺘـ ــﻲ)FE=rotcaF amedE(
  و ﻓ ــﺎﻛﺘﻮر ﻣﻮﻟ ــﺪ ﻣ ــﺮگ ( AP=negitnA evitcetorP)
  
  :ﭼﻜﻴﺪه
ﻣﻞ اﻳﺠـﺎد ﻛﻨﻨـﺪه ﺑﻴﻤـﺎري ﻋﺎ. ﻳﻚ ﺑﻴﻤﺎري ﻣﺸﺘﺮك ﺑﻴﻦ اﻧﺴﺎن و دام اﺳﺖ ( آﻧﺘﺮاﻛﺲ)زﺧﻢ ﺳﻴﺎه :زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف 
 )1DFL(و ﻧﺎﺣﻴـﻪ ﻳـﻚ ﻓـﺎﻛﺘﻮر ﻛـﺸﻨﺪه ( AP)ﻛﻨﻨـﺪه ژن ﺣﻔﺎﻇـﺖ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ آﻧﺘﻲﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ ﻣﻲ 
ﻫﺎي ﻗﻮي اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﻮده و ﻫﻤﻮاره ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻛﺎﻧﺪﻳﺪاي واﻛﺴﻦ ﻋﻠﻴـﻪ ﺑﺎﺳـﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳـﻴﺲ در ﻧﻈـﺮ اﻳﻤﻮﻧﻮژن
 iloc aihcirehcsE در ﺑـﺎﻛﺘﺮي  )1DFL(ﻪ ﻳﻚ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛـﺸﻨﺪه ژن ﻧﺎﺣﻴﻫﺪف اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ. اﻧﺪﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه
  .ﺑﺎﺷﺪﻣﻲ
 RCP ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ و ﺑـﺎ واﻛـﻨﺶ 1OXp از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 1DFLدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ ژن  :روش ﺑﺮرﺳﻲ 
ﺳـﺎزي ﺷـﺪ و ﺑﻌـﺪ از  ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ )ysae T-MEGp(در وﻛﺘـﻮر I ohX  و I HmaBﻫﺎي آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺎ ﺟﺎﻳﮕﺎه. ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪ
  اﻳــﻦ وﻛﺘــﻮر ﺑــﻪ ﺑــﺎﻛﺘﺮي . ﺳــﺎزي ﮔﺮدﻳــﺪ  زﻳﺮﻫﻤــﺴﺎﻧﻪ)+(a82TEpﺘــﻮر ﺑﻴــﺎﻧﻲ ﺟﺪاﺳــﺎزي ﺑــﻪ وﻛ 
-I- D-ِ β-اﻳﺰوﭘﺮوﭘﻴـﻞ اﻟﻘـﺎي ﺗﺤـﺖ 1DFL  ژنﺑﻴـﺎن. ﺷـﺪ( ﺗﺮاﻧـﺴﻔﻮرم) ﺗﺮارﻳﺨـﺖ )3ED( 12LB-iloc .E 
  .اﻧﺠﺎم و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﻴﺎن ﺷﺪ (GTPI)ﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ 
ي ﺗـﻮاﻟﻲ ﻳـﺎﺑﻲ، ﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ )+(a82TEpه در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ  ﻛﻠﻮن ﺷﺪ )1DFL(ژن ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻳﻚ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﺸﻨﺪه  :ﻫﺎﻳﺎﻓﺘﻪ
 ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷـﺪه ﺑـﻪ وﺳـﻴﻠﻪ . ﺗﺄﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ  ﺑﺎ اﺛﺮ ﻣﺤﺪود يﻫﺎﻳﻢ آﻧﺰ ﻴﻠﻪﻫﻀﻢ ﺑﻪ وﺳ  و RCP
  .ﮔﺬاري وﺳﺘﺮن ﺗﺎﻳﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ و ﻟﻜﻪ(EGAP-SDS) ﻢ دودﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ ژلﺳﺪﻳ
 ﺗـﻮان ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ را ﻣﻲ ، 1DFL ن ﺑﻮدن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻤﻮﻧﻮژ  :ﮔﻴﺮيﻧﺘﻴﺠﻪ
  .زﺧﻢ اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮدﻫﺎ در ﻃﺮاﺣﻲ واﻛﺴﻦ ﺑﺮاي ﺑﻴﻤﺎري ﺳﻴﺎهﺻﻮرت ﻣﺠﺰا ﻳﺎ ﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﺑﺎ ﻳﺎورﻫﺎ و ﻳﺎ اﻧﺘﻘﺎل دﻫﻨﺪهﺑﻪ
  
 .ﺪهﻧﺎﺣﻴﻪ ﻳﻚ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﺸﻨزﺧﻢ، ﺳﻴﺎه، ، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ :ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪيواژه
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  (.2،3)ﻛﻨﺪ ﻣﻲ را ﻛﺪ (rotcaF lahteL=FL )ﺳﻠﻮﻟﻲ
  FL ﺑﺮاي ﺳﻤﻴﺖ ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑﺎن در ﺗﺮﻛﻴـﺐ ﺑـﺎ AP
 ﺿﺮوري اﺳﺖ ﻛـﻪ ﺑـﻪ ﺗﺮﺗﻴـﺐ ﺗﻮﻛـﺴﻴﻦ ﻛـﺸﻨﺪه ﻳـﺎ  FEﻳﺎ
  ﺑـﻪ  و داراي ﻧﺎﺣﻴﻪ اﺗﺼﺎل (4 )زا ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﺮده ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ ﺗﻮرم 
 ﻫــﺎيرﺳــﭙﺘﻮر ﺳــﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑــﺎن ﺑــﻮده و ورود ﻛﻤــﭙﻠﻜﺲ 
. (5 )ﻧﻤﺎﻳـﺪ ﺗﻮﻛﺴﻴﻦ را ﺑﻪ درون ﺳﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑـﺎن ﺗـﺴﻬﻴﻞ ﻣـﻲ 
ﺘﻮز وارد ﺳﻴﺘﻮزول ﺷـﺪه ﻫﺎ از ﻃﺮﻳﻖ آﻧﺪوﺳﻴ اﻳﻦ ﻛﻤﭙﻠﻜﺲ 
 از ﻃﺮﻳـﻖ FEو FL و ﺑﺎ اﺳﻴﺪي ﻛﺮدن آﻧﺪوزوم، دو ﻋﺎﻣـﻞ 
ﻛـﻪ ( ايﭼﻬـﺎرده رﺷـﺘﻪ  βlerrab-)اي ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ ﻛﺎﻧﺎل
ﻫﻢ آورده اﺳـﺖ ﺑـﻪ درون ﺳﻴﺘﻮﭘﻼﺳـﻢ اﻫﺎ ﻓﺮ  ﺑﺮاي آن AP
ﺳـﻠﻮل ﻣﻴﺰﺑـﺎن ﻧﻔـﻮذ ﻛـﺮده در آﻧﺠـﺎ ﺑـﺎ ﻛﻤـﻚ ﻛﻠـﺴﻴﻢ، 
ﻫــ ــﺎي ﻓﻌﺎﻟﻴــ ــﺖ( FLدر ﻣــ ــﻮرد  ) رويﻛــ ــﺎﻟﻤﻮدوﻟﻴﻦ و
ﺎد ـــــ ـ ﺑـﺎ اﻳﺠ  FL.ﺪـــ ـدﻫﻨﺎﻟﻴﺘﻴﻜﻲ ﺧـﻮد را ﺑـﺮوز ﻣـﻲ ﻛﺎﺗ
ﺑﺮش در ﺳﻤﺖ اﻧﺘﻬﺎي آﻣﻴﻨﻲ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺧـﻮد 
 sesaniK esaniK nietorP detavitca-negotiMﻳﻌﻨـﻲ 
ﺑـﺎ اﻳـﻦ ﻋﻤـﻞ . ﺷـﻮد ﺑﺎﻋﺚ ﺷﻜﺴﺘﻦ آن ﻣـﻲ ( sKKPAM)
  ﺳـﻠﻮل ﺑـﻪ  و ﻫﺎي ﻻزم ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻣﺘﻮﻗـﻒ ﺷـﺪه ﺳﻴﮕﻨﺎل
  .(6،7،8 )رودﺳﻮي ﻣﺮگ ﭘﻴﺶ ﻣﻲ
ﺑﺎﺷـﺪ  ﻣـﻲ  داراي ﭼﻬﺎر ﻧﺎﺣﻴـﻪ اﺻـﻠﻲ FLﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
  و ﻳﺎﺑـﺪ  اﻣﺘـﺪاد ﻣـﻲ 262 ﺗـﺎ 1ي از اﺳـﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ  1ﻛﻪ ﻧﺎﺣﻴـﻪ 
  از2ﻧﺎﺣﻴـﻪ . ﺑﺎﺷـﺪ زا ﻣـﻲ ﻣﺤﻞ اﺗﺼﺎل ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣـﺼﻮﻧﻴﺖ 
دو ﺑﺨﺶ ﻣﺠﺰا ﺗﺸﻜﻴﻞ ﺷﺪه اﺳﺖ ﻛـﻪ ﭘـﺲ از ﻓﻮﻟـﺪﻳﻨﮓ 
 ﺗﺎ 362ﻫﺎي  و ﺷﺎﻣﻞ اﺳﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ ﮔﻴﺮﻧﺪدر ﻛﻨﺎر ﻫﻢ ﻗﺮار ﻣﻲ 
 303ي از اﺳـﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ  3 ﻧﺎﺣﻴﻪ .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ 155 ﺗﺎ 383 و 203
 در ﺗـﺸﻜﻴﻞ ﺟﺎﻳﮕـﺎه 3 و 2ﻧﺎﺣﻴـﻪ  و  ﺗـﺸﻜﻴﻞ ﺷـﺪه283ﺗـﺎ 
 ﺗﺎ 255  اﺳﻴﺪآﻣﻴﻨﻪ از ﻛﻪ 4 ﻧﺎﺣﻴﻪ .ﻓﻌﺎل آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻧﻘﺶ دارﻧﺪ 
، ﺑﺨﺶ ﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺘﻴﻚ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﻮده و ﻣﺤـﻞ  اﻣﺘﺪاد دارد 077
  .(9 )ﺑﺎﺷﺪ ﻣﻲ+2nZﺑﺮﻫﻤﻜﻨﺶ ﺑﺎ 
ﻓــﺮم ﭘﻮﺳــﺘﻲ، ﮔﻮارﺷــﻲ و ﺳ ــﻪ  درزﺧ ــﻢ ﺳــﻴﺎه
اﮔـﺮ ﺑﻴﻤـﺎري در ﻣﺮاﺣـﻞ . (01 )اﻓﺘـﺪ ﺸﺎﻗﻲ اﺗﻔـﺎق ﻣـﻲ اﺳﺘﻨ
ﻫـﺎ ﺑﻴﻮﺗﻴـﻚاوﻟﻴـﻪ ﺗـﺸﺨﻴﺺ داده ﺷـﻮد، ﻋﻔﻮﻧـﺖ ﺑـﺎ آﻧﺘـﻲ
ﺪ ﻧﺷـﻮ  اﻣﺎ ﻋﻼﺋﻢ ﻫﻤﻴﺸﻪ ﺑﻪ ﻣﻮﻗﻊ ﻇﺎﻫﺮ ﻧﻤﻲ ،ﺷﻮددرﻣﺎن ﻣﻲ 
ﺑﻨـﺎﺑﺮاﻳﻦ واﻛـﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن . ﺑﻴﻮﺗﻴﻜﻲ ﻣﻮﺛﺮ ﺑﺎﺷﺪ ﺗﺎ درﻣﺎن آﻧﺘﻲ 
  ﺑﺮاي ﺣﻤﺎﻳﺖ اﺷﺨﺎﺻﻲ ﻛﻪ در ﻣﻌﺮض ﺧﻄﺮ ﻫﺴﺘﻨﺪ اﻟﺰاﻣﻲ 
  
ﺑﺎﺳ ــﻴﻠﻮس ﻫ ــﺎي ژنﺗﻌ ــﺪادي از آﻧﺘ ــﻲ  رو از اﻳ ــﻦ. اﺳ ــﺖ
 اﻳﻤﻨﻲ يﺷﺎن ﺑﺮاي اﻟﻘﺎ  ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺮرﺳﻲ ﺗﻮاﻧﺎﻳﻲ آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ
از . اﻧـﺪ ﺣﻤﺎﻳﺘﻲ ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ ﺑﻴﻤﺎري ﻣـﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓﺘـﻪ 
، S ﻻﻳـﻪ  ﺗـﻮان ﻛﭙـﺴﻮل، ﻫـﺎ ﻣـﻲ ژنﺗﺮﻳﻦ اﻳﻦ آﻧﺘـﻲ ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ
. ﻫﺎي دﻳﮕﺮ را ﻧﺎم ﺑـﺮد ﺳﺎﻛﺎرﻳﺪﻫﺎي ﺳﻄﺤﻲ و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﭘﻠﻲ
 را زﺧـﻢ ﺳـﻴﺎه ﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﺑـﺎ ﻳﻜـﺪﻳﮕﺮ ﺗﻮﻛـﺴﻴﻦ ﻫﺗﻨﻬﺎ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
  ﻫـﺎي ﻗﺎﺑـﻞ ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ ﺑـﺎدي ﺳﺎزﻧﺪ، ﺑﺎﻋـﺚ ﺗﻮﻟﻴـﺪ آﻧﺘـﻲ ﻣﻲ
ﻫﺎي ﻣﻮﺟﻮد ﺑـﺮ ﭘﺎﻳـﻪ ﺑﻴﺸﺘﺮ واﻛﺴﻦ . (11،21،31 )ﺷﻮﻧﺪﻣﻲ
-ﺳـﻴﺎه در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ واﻛﺴﻦ . ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻣﻲ APﻛﺎر ﺑﺮ روي 
 enretsﻛـﺸﺖ ﺳـﻮﻳﻪ از  در اﻧﮕﻠـﺴﺘﺎن ﮔﺮﻓﺘـﻪ  ﻣﺠﻮز زﺧﻢ
 رﺷـﺪ mula رﺳـﻮب ﻓﻴﻠﺘـﺮ ﺷـﺪه در ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳـﻴﺲ 
 APﺣــﺪاﻛﺜﺮ ﭘــﺮوﺗﺌﻴﻦ  اﺳــﺖ و در ﻧﺘﻴﺠــﻪ داراي ﻳﺎﻓﺘــﻪ 
ﻣﺮﻳﻜـﺎ آواﻛﺴﻨﻲ ﻛﻪ در اﻳﺎﻻت ﻣﺘﺤـﺪه  .ﺑﺎﺷﺪﻣﻲﺗﻮﻟﻴﺪي 
 debrosdA eniccaV xarhtnAاﺟـﺎزه اﺳـﺘﻔﺎده ﮔﺮﻓـﺖ 
 6)اﻣــﺎ ﺑﺮﻧﺎﻣــﻪ ﻃــﻮﻻﻧﻲ واﻛــﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن . اﺳــﺖ  ()AVA
  ﻫـﺎ را ﻣﺤـﺪود اﻳـﻦ واﻛـﺴﻦ(  ﻣـﺎه81واﻛـﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن ﻃـﻲ 
  . (41 )ﺳﺎزدﻣﻲ
دﻫﺪ ﻛﻪ ﺑﺮاي دﺳﺘﻴﺎﺑﻲ ﺑـﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﺧﻴﺮ ﻧﺸﺎن ﻣﻲ 
 اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﻮد، ﭼـﻮن ﺗﻴﺘـﺮ FLواﻛـﺴﻨﻲ ﻛﺎرآﻣـﺪ ﺑﺎﻳـﺪ از 
. (51 )ﺑﺎﺷـﺪ ژن ﺑﺎﻻ ﻣﻲ ﺑﺎدي ﺗﻮﻟﻴﺪي ﺗﻮﺳﻂ اﻳﻦ آﻧﺘﻲ آﻧﺘﻲ
ﻫـﺎي ﺑـﺎدي از ﻃﺮﻓﻲ ﻃﻲ آزﻣﺎﻳﺸﻲ ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪ ﻛـﻪ آﻧﺘـﻲ 
 FL ﺑﻌﺪ از ﺑـﺮﻫﻤﻜﻨﺶ ﺑـﺎ FLﻣﻮﻧﻮﻛﻠﻮﻧﺎل ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه ﻋﻠﻴﻪ 
دارد ﻛـﻪ ﻧـﺸﺎن دﻫﻨـﺪه 1DFL ا ﺑـﺎ ﺑﻴـﺸﺘﺮﻳﻦ ﺑـﺮﻫﻤﻜﻨﺶ ر 
ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ ﻃـﻲ ﺗﺤﻘﻴﻘـﻲ . (61 )ﺑﺎﺷـﺪ اﻫﻤﻴﺖ اﻳﻦ ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻣﻲ 
 ﺗﻘﺮﻳﺒـﺎً دو 1DFLﻫـﺎي ﺗـﻮپ ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪ ﻛﻪ ﺗﻌـﺪاد اﭘـﻲ 
ﺛﻴﺮ را ﻫﺎي دﻳﮕﺮ اﺳﺖ و ﺑﻴﺸﺘﺮﻳﻦ ﺗـﺎ ﺑﺮاﺑﺮ ﻫﺮ ﻛﺪام از ﻧﺎﺣﻴﻪ 
ﻛـﻪ  ﻲاز آﻧﺠـﺎﻳ (. 71 ) دارد1DFLﺑـﺎدي را در ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ 
  ﺐ ﻣ ــﺮگ ﺳ ــﻠﻮﻟﻲ  ﻳ ــﻚ ﻣﺘﺎﻟﻮﭘﺮوﺗﺌ ــﺎز ﺑ ــﻮده و ﻣﻮﺟ  ــFL
ﺷـﻮد ﻛـﺎر ﺑـﺮ روي ﻛـﻞ آن ﻣﻤﻜـﻦ اﺳـﺖ ﺧﻄﺮﻧـﺎك ﻣﻲ
 ﻛـﻪ ﺗـﻮاﻟﻲ 1DFLورزي ژﻧﺘﻴﻜﻲ ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ دﺳﺖ . ﺑﺎﺷﺪ
 ﺑﺎﺷـﺪ ﺗـﺮ ﻣـﻲ  دارد راﺣـﺖ FLﺗﺮي از ﻛﻞ ﺗﻮاﻟﻲ ﻛﻮﺗﺎه
ﻫـﺎي ﻟﺬا در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﻮﻟﻴـﺪ واﻛـﺴﻦ  .(81)
ﺑﺎﺳـﻴﻠﻮس ي  ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﺸﻨﺪه 1ﻣﻨﺎﺳﺐ، ﻧﺎﺣﻴﻪ  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ
 .ﺳﺎزي و ﺑﻴﺎن ﮔﺮدﻳﺪﺴﺎﻧﻪ اﻧﺘﺨﺎب و ﻫﻤآﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ
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 :روش ﺑﺮرﺳﻲ
ﻣﺮﺑ ــﻮط ﺑ ــﻪ ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي  1DFLژن ﺑ ــﺮاي ﻃﺮاﺣ ــﻲ ﭘﺮاﻳﻤ ــﺮ 
 :ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ
ﺗـﻮاﻟﻲ ،  آزﻣﺎﻳـﺸﮕﺎﻫﻲدر اﻳـﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـﻪ ﺗﺠﺮﺑـﻲ
 eneG از ﺑﺎﺳــﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳــﻴﺲ ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي felﻛﺎﻣــﻞ ژن 
( 18092M :oN noisseccA ﺑـﺎ ﺷـﻤﺎرهICBN  )knab
 و ogilO و 3remirp ﻫـﺎي اﺳﺘﺨﺮاج و ﺑﻪ ﻛﻤﻚ ﻧـﺮم اﻓﺰار 
ﻃﺮاﺣـﻲ و ﺗﻮﺳـﻂ ﺷـﺮﻛﺖ ﺳـﻴﻨﺎژن ﻫـﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮ SISAND
 داراي ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧـﺰﻳﻢ ﺑﺎﻻدﺳﺖﭘﺮاﻳﻤﺮ . ﺳﻨﺘﺰ ﺷﺪ 
 داراي دﺳــﺖﭘ ـﺎﻳﻴﻦ و ﭘﺮاﻳﻤــﺮ I HmaB ﺑ ـﺎ اﺛ ــﺮ ﻣﺤـﺪود 
ﻪ  اﺳﺖ ﻛـﻪ ﺑ ـI ohX ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺎ اﺛﺮ ﻣﺤﺪود
 rettuc-BEN_SBALOIBاﻓـﺰار ﺗﺤـﺖ ﺷـﺒﻜﻪ ﻧﺮموﺳﻴﻠﻪ 
  . ﺷﺪﻧﺪﺗﻌﻴﻴﻦ
 ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺎ اﺛﺮ ﻣﺤﺪود اﻟﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ رﻓﺖ ﺑﺎ ﺗﻮ
 :I HmaB
 '3-GATGTAGTGGTACTGGCGGCCTAGGAT-'5
ﺟﺎﻳﮕـﺎه ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ آﻧـﺰﻳﻢ ﺑـﺎ اﺛـﺮ ﺗﻮاﻟﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺑﺮﮔﺸﺖ ﺑـﺎ 
  :I ohX ﻣﺤﺪود
 TTTATTTAGATAGATCTATTAGAGCTCGC-'5
 '3-TAAATTGCTT GTTC
 
ﺑﺎﺳـﻴﻠﻮس ﺑـﺎﻛﺘﺮي  :RCP ﺑـﺎ واﻛـﻨﺶ 1DFLﺗﻜﺜﻴـﺮ ژن 
 ﻛــﻪ ﻓﺎﻗــﺪ ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪ R-1PN-077V ﺳــﻮﻳﻪ ﺮاﺳــﻴﺲآﻧﺘ
 را دارد و ﺑﻪ ﺻﻮرت 1OXp ﺑﻮده وﻟﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 2OXp
از ﺑﺨـﺶ ﻫـﻮازي ﻣﻮﺳـﺴﻪ ﻓﻌـﺎل ﺷـﺪه در ﻓﺮﻣـﺎﻟﻴﻦ  ﻏﻴﺮ
 ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از روش . ﺷﺪ  ﺗﻬﻴﻪ رازي
 اﺳــــﺘﺨﺮاج و ﺑـــ ـﺎ اﺳـــ ــﺘﻔﺎده از ﻛﻠﺮوﻓـــــﺮم- ﻓﻨــــﻞ
 اﺳﭙﻜﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮي ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻟﮕﻮ 
 ﺑـﺮاي RCPواﻛـﻨﺶ .  اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪRCPدر واﻛـﻨﺶ 
 qaT ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ آﻧـﺰﻳﻢ 0/521 اﺑﺘﺪا ﺑﺎ 1DFLﺗﻜﺜﻴﺮ ژن 
 0/4 ،2lCgM ﻣﻴﻠﻲ ﻣﻮﻻر 2 ﻏﻠﻈﺖ ،(ﺳﻴﻨﺎژن) ﻣﺮازﭘﻠﻲ
در  و sPTNd  ﻣﻴﻠﻲ ﻣـﻮﻻر 0/4 ﻣﻮل از ﻫﺮ ﭘﺮاﻳﻤﺮ، ﭘﻴﻜﻮ
ﺑـﻪ . ﺳﺎزي ﺷـﺪ ﮔﺮاد ﺑﻬﻴﻨﻪ  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 16دﻣﺎي اﺗﺼﺎل 
ﺎي ﻧﺎﺧﻮاﺳﺘﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻬـﺎﻳﻲ ﻫﻣﻨﻈﻮر ﺟﻠﻮﮔﻴﺮي از ﺟﻬﺶ 
 در (satnemreF) ﻣﺮاز ﭘﻠﻲ ufP آﻧﺰﻳﻢ زژن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ا 
  RCPﺮ واﻛﻨﺶ ــــﻫ.  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ52ﺣﺠﻢ 
  
ﻣﻴﻠـﻲ ﻣـﻮﻻر  0/4 ﭘﻴﻜﻮﻣـﻮل از ﻫـﺮ ﭘﺮاﻳﻤـﺮ،  0/4ﺷﺎﻣﻞ 
 ، ufPﻣـﺮاز  ﭘﻠـﻲ AND ﺰﻳﻢـــﺪ آﻧـــ واﺣ0/52، sPTNd
 ﺑــﺎ ﻏﻠﻈــﺖ 4OSgM و RCPX01 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘــﺮ ﺑــﺎﻓﺮ 2/5
 ﭘﻼﺳــﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧ ــﺎﻧﻮﮔﺮم از 05ﻣﻴﻠ ــﻲ ﻣــﻮﻻر و  2/5ﻧﻬـﺎﻳﻲ 
 RCPﻫﺎي ﭼﺮﺧﻪ. اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﺎﺳﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳﻴﺲ ﺑﻮد 
 49اﺑﺘـﺪاﻳﻲ در دﻣـﺎي ﺷﺎﻣﻞ ﻳﻚ ﻣﺮﺣﻠﻪ واﺳﺮﺷﺖ ﺷﺪن 
 ﺛﺎﻧﻴﻪ، اﺗـﺼﺎل ﭘﺮاﻳﻤـﺮ ﺑـﻪ 54ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 
 05ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣـﺪت  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ16رﺷﺘﻪ اﻟﮕﻮ در دﻣﺎي 
 درﺟــﻪ 27ﻧﻈـﺮ در دﻣ ــﺎي  ردﺛﺎﻧﻴـﻪ و ﺗﻜﺜﻴ ــﺮ ﻗﻄﻌـﻪ ﻣ ــﻮ 
ﺛﺎﻧﻴـﻪ و در ﭘﺎﻳـﺎن ﻳـﻚ ﻣﺮﺣﻠـﻪ  07ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت ﺳﺎﻧﺘﻲ
 7ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت  درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 27ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﻬﺎﻳﻲ در دﻣﺎي 
  .(91 )دﻗﻴﻘﻪ ﺑﻮد
ﻣﺤـﺼﻮل  :RCPﺳـﺎزي ﻗﻄﻌـﻪ ﺣﺎﺻـﻞ از واﻛـﻨﺶ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
 (3130MS#)  ﺑـﻪ ﻛﻤـﻚ ﻣـﺎرﻛﺮ اﺳـﻴﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﻴـﻚRCP
ﺑـﺎ  روي ژل آﮔـﺎرز ﺳـﭙﺲ .  ﺑﺮرﺳـﻲ ﺷـﺪ روي ژل آﮔﺎرز 
. ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ ( ﺳﻴﻨﺎژن)  درﺻﺪ 1دﻣﺎي ذوب ﭘﺎﻳﻴﻦ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ 
 از ژل آﮔـ ــﺎرز ANDﺑـ ــﺎ اﺳـ ــﺘﻔﺎده از ﻛﻴـــﺖ اﺳـ ــﺘﺨﺮاج 
 از ژل آﮔﺎرز ﺑـﺎ دﻣـﺎي ذوب RCP، ﻣﺤﺼﻮل )reenoiB(
 آن 3' ﺑـﻪ اﻧﺘﻬـﺎي Aﭘﺎﻳﻴﻦ اﺳﺘﺨﺮاج ﮔﺮدﻳـﺪ و ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴـﺪ 
 A داراي دﻧﺒﺎﻟـﻪ RCPواﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق ﻣﺤﺼﻮل . اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ 
ﻛ ــﻪ )agemorP(  rotceV ysaE T-MGEpو وﻛﺘ ــﻮر
 ﺧﻮد اﺳﺖ، ﺑﺎ ﻛﻤـﻚ آﻧـﺰﻳﻢ 3' در اﻧﺘﻬﺎي Tداراي دﻧﺒﺎﻟﻪ 
   درﺟــﻪ 4 ﺳــﺎﻋﺖ در دﻣــﺎي 61 ﻟﻴﮕــﺎز ﺑــﻪ ﻣــﺪت 4T
 ﺳـﺎزي، ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ  اﻧﺠـﺎم  از ﺑﻌـﺪ . ﮔـﺮاد اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 
 ﺷـﻮك  روش ﺑـﺎ  ﺣﺎﺻـﻞ  وﻛﺘـﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ  ﺗﺮارﻳﺨﺘـﻲ 
  اﻧﺠـﺎم α5HD ﺳﻮﻳﻪ iloc.Eﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﺳﻠﻮل ﺑﻪ ﺣﺮارﺗﻲ
 آﮔـﺎر BLﭘﻠﻴـﺖ  روي ﺑـﺮ  ﻫـﺎ ﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮياﻳ ﮔﺮﻓﺖ و ﺳﭙﺲ
 08lm/gµﺳـﻴﻠﻴﻦ ﺑـﺎ ﻏﻠﻈـﺖ آﻣﭙـﻲ   وGTPI-lagXداراي 
 21 زﻣـﺎن  ﻣـﺪت  ﮔﺬﺷـﺖ  از ﺑﻌـﺪ . ﺪﻧﺪــ ـﺷ داده ﻛـﺸﺖ 
. اﻧـﺪ ﻣـﺸﺎﻫﺪه  رﻧﮓ ﻗﺎﺑﻞ و آﺑﻲ ﺪـــﺳﻔﻴ ﻫﺎيﻛﻠﻨﻲ ﺳﺎﻋﺖ
 ﭼﻨﺪﮔﺎﻧﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻛﻪ اﻳﻦ اﺳﺖ وﻛﺘﻮر اﻳﻦ ﻫﺎي وﻳﮋﮔﻲ از
 ﮔﺮﻓﺘـﻪ  ارﻗﺮ ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز-βژن  وﺳﻂ در ﺳﺎزيﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
 ﻏﻴـﺮ  وﻛﺘـﻮر ﺑـﺎ  اﻳﻦ در ﺳﺎزي ﺷﺪهﻫﻤﺴﺎﻧﻪ  ورود ﻗﻄﻌﻪ.اﺳﺖ
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 ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ. اﺳﺖ ﻫﻤﺮاه ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳﺪاز- βژن  ﺷﺪن ﻓﻌﺎل
 ﻋﺪم  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎANDﻫﺎي ﺣﺎوي ﺳﻠﻮل ﮔﺮيﻏﺮﺑﺎل
 ﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳـﺪاز - βﺳـﺎﺧﺖ آﻧـﺰﻳﻢ  در ﻫـﺎ آن ﺗﻮاﻧـﺎﻳﻲ 
ﻮﺗﺮﻛﻴﺐ داراي ـــ ـﻫـﺎي ﻧ ﻪـــ ـﺳﻮﻳ. ﮔﻴـﺮد ﻣـﻲ  ﺻـﻮرت 
 آﺑـﻲ  ﻓﺎﻗﺪ وﻛﺘﻮر ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ، ﻫﺎي رﻧﮓ ﺳﻔﻴﺪ و ﺳﻮﻳﻪ
  (. 91)ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻣﻲ رﻧﮓ
 ﺑـﺎ اﺛـﺮ ﻣﺤـﺪود ﻫـﺎي ﺳﭙﺲ ﻗﻄﻌﺎت ﺗﻮﺳﻂ آﻧـﺰﻳﻢ 
وﻛﺘـﻮر از  I ohXو  15OORE# ,satnemreF  I HmaB
 ﺟﺪاﺳــ ــﺎزي و در وﻛﺘــ ــﻮر ﺑﻴــ ــﺎﻧﻲ  ysaE T-MGEp
ﻫ ــﺎ ﺑ ــﺮش  ﻛ ــﻪ ﺑ ــﺎ ﻫﻤ ــﻴﻦ آﻧ ــﺰﻳﻢ )negaiQ( )+(a82TEp
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ وﻛﺘﻮر.  ﺷﺪ ﺳﺎزيﻫﻤﺴﺎﻧﻪﺧﻮرده ﺑﻮد، زﻳﺮ 
 )3ED(12LB  ﺳـﻮﻳﻪ iloc .Eﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ  ﺳﻠﻮلﺎﺻﻞ ﺑﻪﺣ
  (.91)ﻧﺪ  ﺷﺪرﻳﺨﺖﺗﺮا )negatartS(
ﻫـﺎي ﺟﺪاﺳـﺎزي از ﻛﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﻪ ﻛﻠـﻮن  :ﻧﻈﺮ ﺑﻴﺎن ژن ﻣﻮرد 
  ﻣـﺎﻳﻊ BLﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤـﻴﻂ  ﻣﻴﻠﻲ 5 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﻪ 001ﺷﺪه ﻣﻴﺰان 
ﺗﻠﻘـﻴﺢ و ﭘـﺲ از  08lm/gµﺣﺎوي ﻛﺎﻧﺎﻣﺎﻳـﺴﻴﻦ ﺑـﺎ ﻏﻠﻈـﺖ 
ﺑـﺮاي ) ﻮﻣﺘﺮ ﻧـﺎﻧ006در ﻃـﻮل ﻣـﻮج  0/6 ﺑـﻪ DOرﺳـﻴﺪن 
ﻛﻨﻨـﺪه ، ﻣـﺎده اﻟﻘـﺎ(ﺑﺪﺳـﺖ آوردن ﻣﻴـﺰان رﺷـﺪ ﺑـﺎﻛﺘﺮي 
 ﻴﺮاﻧﻮزﻳــ ــﺪﮔﺎﻻﻛﺘﻮﭘ-1-D-β-ﻳﺰوﭘﺮوﭘﻴــ ــﻞا ﭘﺮوﻣــ ــﻮﺗﺮ
ﻣـﻮﻻر ﺑـﻪ  ﻣﻴﻠـﻲ 1  ﻧﻬﺎﻳﻲ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ( satnemreF)( GTPI)
 73 ﺳـﺎﻋﺖ در دﻣـﺎي 5ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ اﻓـﺰوده و ﺑـﻪ ﻣـﺪت 
 .(21 ) ﺷﺪﮔﺮﻣﺎﮔﺬاريﮔﺮاد درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ
  ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴـﺪژل  ﻣﻼﻳﻢ دودﻓﺴﻴﻞ ﻓﺴﻔﺎت اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز
، GTPIﻫﺎي ﻗﺒـﻞ و ﺑﻌـﺪ از اﻟﻘـﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ :(EGAP-SDS)
 )sitnaviV((S-2060RP#) ﻫﻤ ــﺮاه ﺑ ــﺎ ﻣ ــﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨ ــﻲ 
 21ﻏﻠﻈـﺖ ژل . ﺗﺤﺖ ﺷﺮاﻳﻂ دﻧﺎﺗﻮره، اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷـﺪﻧﺪ 
 .(91) آﻣﭙﺮ ﺑﻮد ﻣﻴﻠﻲ52ﺑﺎ ﺟﺮﻳﺎن ﺛﺎﺑﺖ درﺻﺪ 
ﺑـﺮاي ﺗﺎﻳﻴـﺪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ  :ﺗﺎﻳﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ 
  ﺑـﺎدي ﺿـﺪﺪه از ﺗﻜﻨﻴـﻚ اﻳﻤﻮﻧـﻮﺑﻼت ﺑ ـﺎ آﻧﺘـﻲ ﺑﻴـﺎن ﺷـ
ﻋـﺼﺎره ﺳـﻠﻮﻟﻲ ﭘـﺲ از ﺑﻴـﺎن ﺑ ـﺎ .  اﺳـﺘﻔﺎده ﺷــﺪgat-siH
   dar-oiBوﺳـ ــﺘﺮن ﮔـ ــﺬاري ﻟﻜـــﻪاﺳـ ــﺘﻔﺎده از ﺳﻴـ ــﺴﺘﻢ 
 291 ﮔﻼﻳــ ــﺴﻴﻦ) و ﺑــ ــﺎﻓﺮ اﻧﺘﻘــ ــﺎل  (naetorP iniM)
و   درﺻـﺪ 0/1  SDSﻣـﻮﻻر،  ﻣﻴﻠـﻲ 52ﻣﻮﻻر، ﺗـﺮﻳﺲ ﻣﻴﻠﻲ
ﺳــﻠﻮﻟﺰ روي ﻛﺎﻏــﺬ ﻧﻴﺘﺮو (:Hp 8/3و  درﺻــﺪ 02ﻣﺘ ــﺎﻧﻮل 
 TSBPﻛﺎﻏـﺬ ﻧﻴﺘﺮوﺳـﻠﻮﻟﺰ ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﺑـﺎﻓﺮ . ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷـﺪ 
 ﻣــــﻮﻻر، ﻣﻴﻠــــﻲ 2/7 lCK ﻣــــﻮﻻر، ﻣﻴﻠــــﻲ 73 lCaN)
  و  درﺻـﺪ 02 ﻣﻮﻻر، ﺗﻮﻳﻴﻦ  ﻣﻴﻠﻲ 4/3 O2H7.4OPH2aN
 61ﺷـﻴﺮ ﺧـﺸﻚ ﺑـﻪ ﻣـﺪت   درﺻـﺪ5ﺣـﺎوي   (Hp :7/2
ﻧﻤﻮﻧﻪ .  ﺑﻼك ﮔﺮدﻳﺪ ﮔﺮاد درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ 4ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي 
 ﺑـﻪ ﻣـﺪت ﻳـﻚ ،TSBPﻓﺮ ﭘﺲ از ﺳﻪ ﺑﺎر ﺷﺴﺖ ﺷﻮ ﺑـﺎ ﺑـﺎ 
 gat-siHﺿــﺪ ﺑــﺎديآﻧﺘــﻲ1/00001ﺳــﺎﻋﺖ ﺑــﺎ رﻗــﺖ 
 در دﻣ ــﺎي اﺗ ــﺎق TSBPدر ﺑ ــﺎﻓﺮ دار  ﻛﺎﻧﮋوﮔ ــﻪ)macbe(
در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﭘﺲ از ﺳـﻪ ﺑـﺎر ﺷـﺴﺖ ﺷـﻮ ﺑـﺎ ﺑـﺎﻓﺮ . ﻣﺠﺎور ﺷﺪ 
 ﺑ ـﺎﻓﺮ ﺗ ــﺮﻳﺲ)  ﺳﻮﺑ ـﺴﺘﺮا، ﺑ ـﺮاي آﺷــﻜﺎر ﺳـﺎزي از TSBP
( 2O2H lµ01، BAD 6gmﺣـ ــﺎوي  :Hp7/8و  05Mm
ﺎم واﻛﻨﺶ ﺑﻴﻦ ﻛﺎﻧﮋوﮔﻪ و ﺳﻮﺑـﺴﺘﺮا و ﭘﺲ از اﻧﺠ . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ 
واﻛـﻨﺶ ﺰي، ﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ روي ﻛﺎﻏﺬ ﻧﻴﺘﺮو ﺳﻠﻮﻟ ﻇﺎﻫﺮ ﺷﺪن ﺑﺎ 
 .(91) ﻣﺘﻮﻗﻒ ﮔﺮدﻳﺪ O2Hﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از 
  
 :ﻫﺎﻳﺎﻓﺘﻪ
 ﺑـﻪ FL ژن 1ﻧﺎﺣﻴـﻪ  ﭘـﺲ از ﺗﻜﺜﻴـﺮ : FL ژن 1ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻧﺎﺣﻴـﻪ 
، ﻣﺤﺼﻮل روي ژل آﮔﺎرز ﻣﻮرد ارزﻳﺎﺑﻲ ﻗﺮار RCPروش 
ظ اﻧﺪازه ﺑﺎ ژن ﻫﺪف ﻣـﺎ ﻧﻈﺮ از ﻟﺤﺎ  ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻛﻪ ﮔﺮﻓﺖ 
  .(1ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره  )( ﺟﻔﺖ ﺑﺎز177) ﺧﻮاﻧﻲ داﺷﺖﻫﻢ
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 و ﺗﻜﺜﻴـﺮ  1OXp روي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  RCP: 1 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  . ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻳﻚ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﺸﻨﺪهژن
 ﻣﺤـﺼﻮل 3 و 2 اﺳـﻴﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﻴـﻚ، ﭼﺎﻫـﻚ ﻣﺎرﻛﺮ 1ﭼﺎﻫﻚ 
  (.177pb )RCP
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 T-MGEpﺳـﺎزي ژن ﻫـﺪف در وﻛﺘـﻮر ﻳﻴـﺪ ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪﺗﺎ
ﻫـﺎ روي ژل ﻳﻴـﺪ آن ﺎﭘﺲ از ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ و ﺗ : ysaE
 ﺑﻪ ﻋﻨـﻮان اﻟﮕـﻮ در  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎ ﻳﻴﺪ ﺑﻴﺸﺘﺮ از ، ﺑﺮاي ﺗﺎ آﮔﺎرز
 ﺑـﺎ دو آﻧـﺰﻳﻢاﺳـﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳـﺪ، از ﻃﺮﻓـﻲ RCP واﻛـﻨﺶ 
 ﺪﻧﺪ ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻛﻤﻚ ﻣـﺎرﻛﺮ ـــﻫﻀﻢ ﺷ I ohX و I HmaB
 177)  ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرج ﺷـﺪه از وﻛﺘـﻮر ه، اﻧﺪاز اﺳﻴﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ 
  .(2ﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ﺗﺼ )ﻳﻴﺪ ﺷﺪﺎﺗ (ﺟﻔﺖ ﺑﺎز
 ﺳ ــﺎزي ژن ﻫ ــﺪف در وﻛﺘ ــﻮر ﺑﻴ ــﺎﻧﻲ ﻫﻤ ــﺴﺎﻧﻪ ﻳﻴ ــﺪ زﻳ ــﺮ ﺗﺎ
ﻫـﺎ ﭘـﺲ از ﺗﺨﻠـﻴﺺ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ و ﺗﺄﻳﻴـﺪ آن  : )+(a82TEp
 ﺑﻪ ﻋﻨـﻮان ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎﺑﺮاي ﺗﺄﻳﻴﺪ ﺑﻴﺸﺘﺮ از روي ژل آﮔﺎرز، 
ﺑـﺎ دو  اﺳـﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳـﺪ، از ﻃﺮﻓـﻲ RCPاﻟﮕﻮ در واﻛـﻨﺶ 
 ﺳـﭙﺲ ﺑـﻪ .ﻧـﺪﮔﺮدﻳﺪﻫـﻀﻢ  I ohX و I HmaB آﻧـﺰﻳﻢ
 ﻗﻄﻌﻪ ﺧﺎرج ﺷﺪه از ه، اﻧﺪاز ﺳﻴﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ  ا ﻛﻤﻚ ﻣﺎرﻛﺮ 
  .(3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره  )ﺪ ﮔﺮدﻳﻳﻴﺪﺎﺗ ( ﺟﻔﺖ ﺑﺎز177)وﻛﺘﻮر 
  
  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ﺳـﺎزي ژن ﻫـﺪف در ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ  : 2ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  .ysaE T-MGEp وﻛﺘﻮر
روي وﻛﺘ ـﻮر ﺑ ـﺎ اﺛ ــﺮ ﻣﺤـﺪود  ﻫـﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤ ــﻲ :1ﭼﺎﻫـﻚ 
   وﻛﺘـﻮر 2، ﭼﺎﻫـﻚ (177pb)  و ﺑﺮش ژنysaE T-MGEp
  و3ﻫﺎي  داراي ژن ﺑﺮش ﻧﺨﻮرده، ﭼﺎﻫﻚysaE T-MGEp
 RCP ﻣﺤـﺼﻮل 6 و 5ﻫﺎي  اﺳﻴﺪ ﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ، ﭼﺎﻫﻚ ﻣﺎرﻛﺮ 4
  (.177pb )ysaE T-MGEpروي وﻛﺘﻮر 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ﺳﺎزي ژن ﻫـﺪف در ﻳﻴﺪ زﻳﺮﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺗﺎ :3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  .)+(a82TEp وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ
 روي وﻛﺘـــﻮر RCP ﻣﺤـــﺼﻮل 2 و 1ﻫـــﺎي ﭼﺎﻫـــﻚ
 اﺳـﻴﺪ ﻣـﺎرﻛﺮ 4 و3ﻫـﺎي  ﭼﺎﻫـﻚ،(177pb ))+(a82TEp
ﺑـﺎ اﺛـﺮ ﻣﺤـﺪود  ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ 6 و 5ﻫﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌﻴﻚ، ﭼﺎﻫﻚ 
  (.177pb) و ﺑﺮش ژن )+(a82TEpروي وﻛﺘﻮر 
  
در اﻳـﻦ ﻣﺮﺣﻠـﻪ ﭘـﺲ از : )+(a82TEp ﺑﻴـﺎن ژن در وﻛﺘـﻮر
 ﺑﻴ ــﺎن ژن ﺻ ــﻮرت GTPI و اﻟﻘ ــﺎ ﺑ ــﺎ ﻫ ــﺎﺑ ــﺎﻛﺘﺮيﻛ ــﺸﺖ 
ﻫـﺎي ﻦﻴﻫـﺎ ﭘـﺮوﺗﺌ ﺷﻜﺴﺖ دﻳﻮاره ﺑﺎﻛﺘﺮي ﭘﺲ از .ﭘﺬﻳﺮﻓﺖ
ﺑ ــﺮده ﺷ ــﺪ و ﺑــﻪ ﻛﻤــﻚ  EGAP-SDSروي ژل  ﻫ ــﺎآن
ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ . ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳـﻲ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓـﺖ ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ 
 اﺳﺘﻔﺎده  درﺻﺪ 21از ژل  ≈23Dk وزن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ 
 ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد ﻛﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣـﻮرد ﻧﻈـﺮ در ﻧﻤﻮﻧـﻪ اﻟﻘـﺎ .ﺷﺪ
 ﺷـﺪه ﺑﻴـﺎن ﺷـﺪه وﻟـﻲ در ﻧﻤﻮﻧـﻪ ﺷـﺎﻫﺪ ﺑﻴـﺎن ﻧـﺸﺪه اﺳـﺖ 
  .(4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره )
  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨــﻲ ﺑــﻪ دﺳــﺖ آﻣــﺪه ﺑــﺎ ﺗﻜﻨﻴــﻚ ﻳﻴــﺪ ﻣﺤــﺼﻮل ﺎﺗ
ﻳﻴﺪ ﻣﺤـﺼﻮل ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨـﻲ از ﺎﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗ  :gnittolB nretseW 
در اﻳـﻦ روش از .  اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ gnittolB nretseWﺗﻜﻨﻴـﻚ 
در ﺳـﺘﻮن ﺗـﺴﺖ ﻛـﻪ . اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ  gat-siHﺿـﺪ ﺑﺎدي آﻧﺘﻲ
  اﺳﺖ ﻳﻚ ﺑﺎﻧﺪ در ﻧﺰدﻳﻜﻲ GTPIاﻟﻘﺎ ﺷﺪه ﺑﺎ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻧﻤﻮﻧﺔ 
 ﺗﺤﺖ اﻟﻘـﺎي ﻛﻪ ﺷﺎﻫﺪدر ﺳﺘﻮن ﺷﻮد ﻛﻪ  ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ23Dk
  .(5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره  )ﺷﻮدﻣﺸﺎﻫﺪه ﻧﻤﻲ ﻧﺒﻮده GTPI
  
D
wo
ln
ao
ed
 d
orf
m
oj 
nru
.la
ks
mu
a.s
i.c
a r
1 t
0:2
+ 1
40
03
no 
uT 
se
ad
A y
gu
su
2 t
ht9
02 
71
   و ﻫﻤﻜﺎرانﻲﺋ ﻣﻬﺪي رﺿﺎ                   ﺑﻴﺎن ژن ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻳﻚ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﺸﻨﺪه
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 و ﺑﺮرﺳﻲ  ﻧﺎﺣﻴﻪ ﻳﻚ ﻓﺎﻛﺘﻮر ﻛﺸﻨﺪه ﺑﻴﺎن ژن  :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ﺳﺪﻳﻢ دودﺳﻴﻞ ﺳﻮﻟﻔﺎت ﭘﻠﻲ آﻛﺮﻳﻞ آﻣﻴﺪ آن ﺑﺎ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز 
 (.EGAP-SDS) ژل
  ﻧﻤﻮﻧـﻪ اﻟﻘـﺎ ﺷـﺪه ﺑـﺎ 2 ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺷـﺎﻫﺪ اﻟﻘـﺎ ﻧـﺸﺪه، ﺳـﺘﻮن 1ﺳﺘﻮن 
  . ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ3، ﺳﺘﻮن 23Dk و ﻣﺸﺎﻫﺪه ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ GTPI
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   
  .gnittolB nretseW ﺗﺎﻳﻴﺪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺣﺎﺻﻞ ﺑﺎ :5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
 ﮔـﺎﻻﻛﺘﻮز B-D-1 اﻳﺰوﭘﺮوﭘﻴـﻞ اﻟﻘﺎ ﺷـﺪه ﺑـﺎ ﻧﻤﻮﻧﺔ  1ﺳﺘﻮن 
 ﻧﻤﻮﻧـﻪ 2، ﺳـﺘﻮن 23Dk  و وﺟﻮد ﺑﺎﻧـﺪ در ﻧﺎﺣﻴـﻪ ﭘﻴﺮاﻧﻮزﻳﺪ
 ﻋـﺪم وﺟـﻮد ﺑﺎﻧـﺪ،  ﻧﺒـﻮده و GTPIﻛﻪ ﺗﺤﺖ اﻟﻘـﺎي  ﺷﺎﻫﺪ
   ﻣﺎرﻛﺮ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨﻲ3ﺳﺘﻮن 
  
  :ﺑﺤﺚ
 ﭘـــﺲ از 1DFLدر اﻳـــﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌـــﻪ ﺗﺠﺮﺑـــﻲ ژن 
 gninolc ATﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ و ﺟﺪاﺳﺎزي، ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻴـﺴﺘﻢ 
ﺳـﺎزي و در ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ  ﺳﺎزي و در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ زﻳـﺮ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
 ﻣﻬﻨﺪﺳــﻲ و 4991در ﺳــﺎل .  ﺑﻴــﺎن ﮔﺮدﻳ ــﺪ اﺷﺮﺷ ــﻴﺎﻛﻠﻲ
ﺑـﺎ ﺗﻌـﺪاد  )Tﺳـﺎزي ﺧـﺎﻧﻮاده ﺳﺎﺧﺖ وﻛﺘﻮرﻫـﺎي ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ 
(  اﺧﺘ ــﺼﺎﺻﻲSCMﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳ ــﺪاز و -βﻛﭙ ــﻲ ﺑ ــﺎﻻ، ژن 
ﻫـﺎي ﺗﻜﺜﻴـﺮ ﻳﺎﻓﺘـﻪ ﺑـﺎ ﺳـﺎزي ژن ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ ﺳـﻬﻮﻟﺖ ﻫﻤـﺴﺎﻧﻪ 
در .  ﺷـﺪ ytiledif hgih qaT و qaTﭘﻠﻴﻤﺮازﻫـﺎﻳﻲ از ﻗﺒﻴـﻞ 
اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ ﻧﻴﺰ ﺑﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ ارزش ﭼﻨـﻴﻦ ﺳﻴـﺴﺘﻤﻲ 
  ﺷـﺪ ysaE T-MEGpﺳﺎزي در وﻛﺘﻮر ﻣﺒﺎدرت ﺑﻪ ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ
.  اﺳﺘﻔﺎده ﺷـﺪ )+(a82TEpﭽﻨﻴﻦ از وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎﻧﻲ ﻫﻤ. (02)
ﻫـﺎي ﻫـﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ از روش اﻣﺮوزه ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ 
 ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان اﺷﺮﺷـﻴﺎﻛﻠﻲ. ﺷـﻮدﺑﻴﻮﺗﻜﻨﻮﻟـﻮژي اﺳـﺘﻔﺎده ﻣـﻲ
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻫﻢ در ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﻣﻴﺰﺑﺎﻧﻲ ﺑﺮاي ﺑﻴﺎن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ 
در اﻳـﻦ . ﺷﻮدو ﻫﻢ در ﺻﻨﻌﺖ ﺑﻪ ﻃﻮر ﮔﺴﺘﺮده اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ 
 ﺑﻪ 12LB ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ از ﺳﻮﻳﻪ 1DFLﻮﻟﻴﺪ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﻧﻴﺰ ﺑﺮاي ﺗ 
ﻋﻨــﻮان ﻣﻴﺰﺑــﺎن اﺳــﺘﻔﺎده ﺷــﺪ ﻛــﻪ ﻓﺎﻗــﺪ ﭘﺮوﺗﺌﺎزﻫــﺎي 
 RptH و noL، TpmO، PgeDﺳﻴﺘﻮﭘﻼﺳـــﻤﻲ از ﺟﻤﻠـــﻪ 
 در اﻳﻦ ﻣﻴﺰﺑـﺎن 1DFLﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﺑﻴﺎن ﻣﻨﺎﺳﺐ . (12 )ﺑﺎﺷﺪﻣﻲ
   .ﺑﺎﺷﺪﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﻋﺪم ﺣﻀﻮر اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﺎزﻫﺎ ﻣﻲ
  و ﻫﻤﻜــﺎرانacisseJ  ﻣﻄﺎﻟﻌــﺎت7002در ﺳــﺎل 
 ﺗﻴﺘـﺮ esanehciL -1DFLداد ﻛﻪ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻣﻤﺰوﺟﻲ ﻧﺸﺎن 
ﻫـﺎ ﺑـﺎدي ﻛﻨـﺪ ﻛـﻪ اﻳـﻦ آﻧﺘـﻲ ﺑﺎدي ﺑﺎﻻﻳﻲ ﺗﻮﻟﻴـﺪ ﻣـﻲ آﻧﺘﻲ
  را دارﻧـﺪ ortiv niزﺧـﻢ در ﻗﺪرت ﺧﻨﺜﻲ ﺳﺎزي ﺳﻢ ﺳـﻴﺎه 
 FLﻫﺎي ﺗﻤﺎﻣﻲ دوﻣﻴﻦ  eilliaB آﻗﺎي 0102در ﺳﺎل  (.51)
  را ﺑــﻪ ﺻــﻮرت ﻣﺠــﺰا ﻛﻠــﻮن و ﺑﻴــﺎن ﻧﻤــﻮد و ﺧــﻮاص 
 ﺗـﻮان اﻳﺠـﺎد 1DFLﻲ ﻧﻤﻮد ﻛـﻪ ﻫﺎ را ﺑﺮرﺳ زاﻳﻲ آن اﻳﻤﻨﻲ
 FLﻛﻪ ﺑﺨﺶ ﻋﻤﻠﻜﺮدي  ﻲاز آﻧﺠﺎﻳ . زاﻳﻲ را داﺷﺖ اﻳﻤﻨﻲ
 ﻛــﻪ ﺧﺎﺻــﻴﺖ ﺑﺎﺳــﻴﻠﻮس آﻧﺘﺮاﺳــﻴﺲ(  اﺳـﻴﺪ آﻣﻴﻨ ــﻪ677)
ﺷــﻮد، ﻛــﺸﻨﺪﮔﻲ دارد ﺑﺎﻋــﺚ ﺑ ــﺮوز ﻣ ــﺮگ ﺳــﻠﻮﻟﻲ ﻣ ــﻲ 
ژن در ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎﺗﻲ ﻛـﻪ در اﻳـﻦ زﻣﻴﻨـﻪ اﺳـﺘﻔﺎده از اﻳـﻦ آﻧﺘـﻲ 
  در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ. ﺑﺎﺷﺪﺷﻮد اﻣﺮي ﺿﺮوري ﻣﻲاﻧﺠﺎم ﻣﻲ
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ﻴﺣﺎﻧ ـــ ـــ ﻪLFD1ﻣ و بﺎــﺨﺘﻧا  ﻗ ﻪــ ﻌﻟﺎﻄﻣ درﻮـــ ـ راﺮـــ ــ
ﺖﻓﺮــﮔ  ﻪـﻛ  تﺎـﻌﻟﺎﻄﻣ Albrecht  نارﺎـﻜﻤﻫ و) 16( و 
Nguyen نارﺎﻜﻤﻫ و  )17 (نﺎﺸﻧ ﻦﻳﺮﺘﺸـﻴﺑ دﻮﺟو هﺪﻨﻫد
 ﻲﭘا ﻦﻳﺮﺗﺮﺛﺆﻣ وپﻮﺗ يﺎﻫLF ﻪﻴﺣﺎﻧ رد 1 ﻪـﻛ هدﻮـﺑ نآ 
ﺎﺗ ﻪـﻌﻟﺎﻄﻣ ﻦـﻳا رد ﺐـﺳﺎﻨﻣ ﻪـﻴﺣﺎﻧ بﺎـﺨﺘﻧا هﺪـﻨﻨﻛ ﺪـﻴﻳ  
ﻲﻣﺪﺷﺎﺑ.   
 ﺎﻴﻧ ﻪﺑ ﻪﺟﻮﺗ ﺎﺑ هﺎﻴـﺳ ﻦﺴـﻛاو ﺪـﻴﻟﻮﺗ ﻪـﺑ ز رد ﻢـﺧز
 زا هدﺎﻔﺘﺳا تروﺮﺿ و رﻮﺸﻛLF ﻦـﻳا ،ﻦﺴـﻛاو ﻪـﻴﻬﺗ رد 
 ﺐـﻴﻛﺮﺗﻮﻧ ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ ﺪﻴﻟﻮﺗ رﻮﻈﻨﻣ ﻪﺑ ﻖﻴﻘﺤﺗLFD1 مﺎـﺠﻧا 
 زا ﻞـﺻﺎﺣ ﺞﻳﺎﺘﻧ و ﺖﻓﺮﮔSDS-PAGEو   ﻪـﻜﻟ يراﺬـﮔ
 نﺎﻴﺑ ﺪﻳﺆﻣ نﺮﺘﺳوLFD1 ﻲﻣ ﻖﻴﻘﺤﺗ ﻦﻳا رد ﺪﺷﺎﺑ . زا اﺬـﻟ
 ﻲـﻣ ﺐـﻴﻛﺮﺗﻮﻧ ﻦﻴﺌﺗوﺮـﭘ ﻦﻳا ـﺗآ تﺎـﻌﻟﺎﻄﻣ رد ناﻮـﺗ ﻪـﺑ ﻲ
ﻦﺴﻛاو ﺪﻴﻟﻮﺗ رﻮﻈﻨﻣدﻮﻤﻧ هدﺎﻔﺘﺳا ﺪﻣآرﺎﻛ يﺎﻫ.  
  
ﻪﺠﻴﺘﻧيﺮﻴﮔ:  
 نژLFD1 رﻮـﺘﻛو رد ﺮـﻴﺜﻜﺗ زا ﺲﭘ  pGEM-Teasy 
ﻪﻧﺎﺴﻤﻫ رﻮـﺘﻛو ﻪـﺑ ﺲﭙـﺳ ،ﺪﺷ يزﺎﺳpET28a(+) ﻞـﻘﺘﻨﻣ 
ﻪﻧﺎﺴﻤﻫو ﺪﻳدﺮﮔ يزﺎﺳ . ﻲﻟاﻮـﺗ ﻦﻴـﻴﻌﺗ ﺪـﻨﻧﺎﻣ ﺪﻫاﻮﺷ ﻲﻣﺎﻤﺗ
 ﺎـﺑ ﺶﻨـﻛاو و هﺪﺷ نﺎﻴﺑ ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ ﻲﻟﻮﻜﻟﻮﻣ نزو ﻦﻴﻴﻌﺗ ،نژ
ﻲﺘﻧآ يدﺎﺑ ﺪﺿHis-tag ﻪﻴﺣﺎﻧ نﺎﻴﺑ ﺪﻳﺆﻣ 1 هﺪﻨﺸﻛ رﻮﺘﻛﺎﻓ  
(LFD1) ﻲﻣ ﺪﺷﺎﺑ . ﻲـﻨﻤﻳا تاﺮـﺛا يﺪـﻌﺑ تﺎﻌﻟﺎﻄﻣ رد اﺬﻟ-
 ﻞﺑﺎﻗ نژﻮﻧﻮﻤﻳا ﻞﻣاﻮﻋ ﺮﻳﺎﺳ هاﺮﻤﻫ ﻪﺑ ﺎﻳ ﻲﻳﺎﻬﻨﺗ ﻪﺑ نآ ﻲﻳاز
ﻲﻣ ﻲﺳرﺮﺑﺪﺷﺎﺑ.  
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 ﻦﻴﺴﺣ مﺎﻣا ﻊﻣﺎﺟ )ع( ﻖـﻴﻘﺤﺗ ﻦـﻳا ﻲﻣﺎـﺣ ﻪـﻛ  لﺎـﻤﻛ ﺪـﻧدﻮﺑ
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Background and aims: Anthrax is a common disease in human and livestock caused by 
Bacillus anthracis. Bacillus anthracis has two strong immunogen proteins: Protective antigen 
(PA) and lethal factor domain I (LFD1) that has been always considered as a candidate vaccine 
against Bacillus anthracis. The aim of this study was to express the lethal factor domain I in 
Escherichia coli.  
Methods: In this laboratory experimental study, the gene of LFD1 was detected and amplified 
from pXO1 plasmid by PCR. The gene was cloned with Bam H I and Xho I restriction site in 
cloning vector (pGEM-T easy), after isolation was sub cloned to expression vector pET28a(+). 
This vector was transformed to E. coli-BL21 (DE3) to express LFD1 gene. The expression of 
LFD1 gene was induced by IPTG, and LFD1 protein was produced. 
Results: The cloned LFD1 gene in pET28a(+) vector was confirmed by sequencing, PCR and 
enzymatic analysis. The expressed recombinant protein was confirmed by SDS-PAGE and 
Western blotting. 
Conclusion: According to immunogenicity of LFD1 protein, the produced recombinant protein 
can be used separately or in combination by adjuvants and delivers to design a vaccine against 
anthrax. 
 
Keywords: Anthrax, Bacillus anthracis, Lethal factor domain 1, Recombinant protein. 
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